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GQDO SHUSEI KaBtiSHIEL KAI3BA, 
Tokio, Japan 

Verfahren zur Hereteiltmg von Protease durcb 
Kultivierung von Bakterien 



Die Erfindung beziebt eich auf ein Verfahren zur Herstellung 
einer alkalieoben Protease durcb Kultivierung von Bacillus 
licbenif oraie auf eine* geeigneten B*tumedium.,und anBcfalieBsena 
Abtrennung der alkaliscben Proteaee ana der KulturlSBungo 

Es iat bereitB allgemein bekannt, Bakterien der Art Bacillus, 
Bubtllis far die Herstellung einer alkaliscben Protease znjer-_ 
venden, die ibre opti^e Aktivitat bei einem boben pH-Wert auf- 
weiet. Es vird bierzu auf die folgenden Llteraturstellen verwie- 
een: das Bucb "Nature-, J.20, 802 (1952) von H, Otteesen et^alf 
-Journal of tbe Agricultural Cbemical Society of Japan", 22, 9 
<i 95 9) von Ifukuaoto et all "Agr. Biol. Gbem. " , . 2S, 1 261 (1966) 
von Pukuraoto et al, oder "J. Biocbam.", 251 (1958) von 
Haaibara et al. Eine derartige alkalische Protease findet aus- 
gedebnte Verwendung in der Nabrunga^ittaiindustrie und in anderen 
Industries Eb wird iedocb bier darauf blngewlesen, dafl die alka- 
liBCbe Protease unter Verwendung der Staame von Bacillus subtilis 
hergestellt vird. 

Es mirde nunmebr die Aktivitat der Enzyme yon verBobiedenen Bak- 
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terienarten untersueht , die aus dem Bod en gewonnen wurden 0 Hier- 
bei wurde f estgestellt 9 dafl gewisae Bakterlen ein atarkes VermBgen 
zxxr Erzeugung von Protease besitsem Die Bakterlen wurden au£ 
ifare morpbologischen, physiologisehen und balrteriologiechen Eigen- 
achaften untersuchto Hierbel wurden die Verfahren verwendet, die 
in dem Buch "Bergey's Manual of Determinative Bacteriology", 
7* Auflage, angegeben slnd« Es wurde gefunden, dafl ea slch um 
Bakterlen handelie, die zur Art Bacillus licheniformis gehorteiio 

Durch Ro Wo Bernlohr wird bereite in dem Buch *J* Biol* Chem*", 
2%9. 538 (1964) von einer Protease berichtet, die durch Bacillus 
liehenisf ormia gebild^t wurde* Ea wird dabei f estgestellt, dafl 
die Protease nicht durch Athylendiamintetraacetat (EDXA) beein- 
tr£ohtigt wurde, dafl ale bezUglich Ihrer thermischen Stabilitat 
der durch Bacillus subtilis erzeugt en Protease Shnlich war, und 
daB ale ihre Aktivit&t in dem weiten pH-Wertbejrelch von 6,0 bis 
10,0 entfalteto Der optimal e pH-Wert wurde Jedpfeh nicht angegeben 9 
Von Bo, Damodaran et al wurde in "Biochemo BiophySo Acta", 17. 99 
(1955) von einem Enzym berichtet, das vom Bacillus licheniformie 
abgetrennt worden war e In diesean Buch wurde t estgestellt, dafl 
das Enzym aus Protease mit einem optimal en pH— Wert von 7,4 uijid 
aus Peptidase bestando Durch P. F. Hall et al wurde schliefillch 
in dem Buch "Archo Biochemo BiophyBo w , H±» 145 (1966) von einem 
Enzym berichtet, das vom Bacillus licheniformie abgetrennt vorden 
var<, Die An tor en at ell t en £ est, dafl das Enzym $us zwei Art en 
Protease und einer Art Peptidase bee tend, und, dafl die Protease . 
in einem Caseinkul tux-medium eine optimale Aktivit&t bei pH-Werten 
von 7 bis 8 aufwieso 

Die Protease, die durch die Brfinder vom Bacillus liohenif ormia 
abgetrennt und identifiziert wurde, unteraoheidet eich von der 
Protease, von der in den obigen literaturstellen berichtet wurde, 
bezllglich ihrer Eigenachaf ten und insbesondere ihres optimal en 
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nH-Werte, der ein wientiger Faktor fur die Ausnutsung dermrkung 
der Protease ist, Venn sie in der Praxis ^ Verwendung gelangt. 
Die Protease, die vom Bacillus licnenif ormis ernalten 
die dure* die Exfinder gefunden wurde, seigt U»re optionale Akti- 
vit at l,ei einem PH-Wert ^ Bereich von 1«bis 10,5, und swar soger 
dexm, wenn Casein, HMmoglobi*. oder Albumin ale Sutetrat verwendet 
wi rd, undaus diesem Grunde ist es kiar, daB diese Protease eine 
alkalieche Protease ist. So wird also geaafl der Erfindung ei*e 
neue alkalische Protease vorgeschlagen, die durcb Kultivierung^ 
von Stamen, die sur Art Bacillus licnenif ormis gehoren, ernalten 
wird Die neue alkalische Protease ha* viele Verwendunnen,. «« s»B. 
oei er Herstellung von Hahrungsmitteln, bei der Verbesserung 
von fleerprodukten, Bauten und Hahrungsmitteln, in der Textilindu- 
strie undbei der Herstellung von Vaechprodukten und auch in- ande- 
ren industriellen Bereichen. 

Gemafl der Erfindung kann die alkalische Protease dadurch herge- 
etellt werden, daB roan die Stamme von Bacillus licheniformis, 
die durch die Er finder gefunden and identifiziert warden, aut 
eizxem herkommlichen f liissigen Kulturmedium unter BelUftung kul- 
tiviert una dann die erhaltene rohe Protease in der gleichen 
Weise wie bei den herkommlichen Verfahren reinigt* 

Die folgenden Komponenten werden im Kulturmedium verwendet: 
Glukose und Starke als Kohlenst off quelle; Pepton und Casein als 
Stickstoff quelle; naturliche Nahrstoffe, wie ^B„ Hefeextrakte 
und Fleischextrakte; eowie anorganische Salsa. Ss konnen aber 
aueh ein Extrakt eines entfetteten So jabohnenkuchene, Reiekleie 
und Maisklele als natUrlicbes Kulturmedium verwendet werden. . 

Es wird bevoraugt, eine Kulturtemperatur von 30 bis 35°0 *ei einem 
pH von ungefahr 7 unter BelUftung 40 bis 72 Stunden lang auf- 
recbteuerhalten, urn die maximal alctlve Protease su ersielen. Die - 
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maxima-le Aktivitat kann bei 35 °C w&hrend einee Zeitraums bis zu 
40 Stunden erhalten werden,. 

Die alkalieche Protease, die sich in der KulturlSsung ansemmelt, 
wird dadurch gereinigt, dafi aufeinanderf olgend die in der Folge 
angegebenen Schritte ausgefuhrt werdens Eatbakterisierung, Kon- 
zentri^rimg, Aussalsung, Dialyse, EntfSrbung,: Kblonneri- 

chrom$$bgraphie unter Verwendixng einer lonenaustauschcellulose 
und eitfes Tonenaustausch-Sephadex, und Gelfiltrlerung . 

Nun werden die Zeichnungen erl&uterto 

Pigo 1 zeigt das Chromatograxaai, welches dadurch erhalten wird 9 
da/3 die EuLturlosrmg einer Entbakteriaierungp Aussalzung, Dialyse 
and Entfarbung unterworfen wird,. urn eine gereinigte alkalische 
Protease, her«ustellen, und dai3 dann hiprauf die gereinigte alka- 
lische Protease einer Kolonnenchrozaatographie duroh Carboxyraethyl-- 
cellulose unterworfen ^irdc In Pig« - 1 zeigt die Kurve '• 4 .: ctlpj 
Proteinkonzentration^ die Kuxve 2 zeigt die Aktitrita* der 
Protease, und die gerade linie 3 seigt die, Natriuladhlbridkonaen- 
tration 0 Wie in Figo 1 gezeigt ist, 1st die Aktivitat der Protease 
in der Spitaenfraktion C konsentrierto Die Aktivitat einer 
kleinen Proteasemenge kann :ln der Fraktion D bcobachtet werdeno 
Die Protease , die in der Fraktion C konzentriert ist, ,ist die 
alkaliBChe Protease vo n Bacillus lichenif orzais, die durch die 
Erflnder gefunden wurde e Eb wurde im Ubiigeri keine Fraktion ge- * 
funden, die die Proteasaktivitat wie in Figo 1 zeigt* Diese 
Tateache ISBt erkennen, dafi die Reinigung der rohen Protease 
leicht durehgQfuhrt werden kann und dafi durch die Erfindung in 
vorteilhaf ter W e ise alkalische Protease hergestellt werden kann c 

D;Le : Cl^rakt^ Protease, die geraaB de* Er- 
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findung hergestellt worden 1st, sind in den Piguren 2 bid $ e** 
zeigt. Pig- 2 zeigt im Zusaatoenhang awlatehen der Aktivitat der 
alkalischen Protease und dempH-W e rt. Wie in Fig. 2 zu sehen 
liegt der optimale pfl-Wert im Bereich von 10 bis 10,5, Venn Casein 
als Substrat verwendet wird, und dieser optJJmale pH-Wert Sadert 
sich auch nicht, wenn Hamoglobin oder Albumin als Substrat ver- 
wendet wird. Pig* 3 zeigt den Zusammenhang zwischen der Aktivitat 
der alkalischen Protease und der Temperatur. In Pig. 3 sseigt die 
fcurve 1 die Aktivitat der alkallechen Protease, wenn das Substrat 
Calciumacetat in ei*er Menge von 5 x 1<T 13 Mol enthalt. Pie 
Kurve 2 zeigt die Aktivitat der alkalischen Protease, wenn das 
Kuiturmedium kein Calciumacetat entbaltv Die Pig. 3 zeigt, dafi 
die optimale Kulturtemperatur bei 60 6 C zu f inden i«t tmd dafi die 
Protease bei 80°C deaktiviert wird. Me Aktivitat der Protease 
Wird bemerkenswert erhSht, wenn Calciums.cetat. iifi RBaktionsgemxsch 
enthalten 1st, wie dies durch die Kurve 1 dargeBtellt 1st, aber 
die optimale Kulturtemperatur wird nicht aesentlich veraadert* 

Die Aktivitat der alkalischen Protease wmrde durch ein tofahreh 
getOBtet, das im Biich ••Method for the Investigation of Enzyme** 
Band 2, Seite. 240 von Hagihara (gedruekt .lUroh AsakuTa Bookshope) 
aagegeben 1st. Die Protease wurde ait einsr iosung, die Shsein 
enthielt, bei einem pH-Wert von |0»0 und *ei einer Temperatur 
von 30°C gemischto Das Casein wurde in Ty.rbsin hydrolisiert und 
dias niSht^hydroliBierte Caaein wurde unte:? Yerwendutog deS P&1-. 
lungsmittels B ausgefallt, bei weichem eB sich urn ein. Geiaisch 
aus o.li Mol CCljCOOH* 0*22 Mol Oi^COdiJa *md o,33 Mol CH^COOH 
handelt* Das *Piltrat wurde auf die lichtrhsdrptioh bsi £5? 
geprUfto Die Aktivitat der Protease wird <ureh die *M«fcei't* 
angegeben* bei dor es sleh urn die Menge TjroBiii if) hahdelt, 
die in einer Minute gebildet wirdo 

Pigo 4 zeigt die thermische siabilitat der alk^lBcnen- Prbteas©.' 
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In Mgo 4 zeigt die Kurve 1 , daB die Protease bei einer Tempera- 
ttii* bis zU 55 d G 15„ Minuten lang stabil ist, wean s das ReaktiOnfige~ 
miseh Calciuinacetat in einer- Kfenge von 5 x lo" 1 Mol ©nthalt iibd 
eiri pH von 1 0/0 Verwendet ttirdo Die Kvltvq 2 zeigt* daB die Protease 
bei einer Tfempeirattir bis zu 50°C stabil 1st und dafi die Aktivitat 
der Protease bei eiirer fcemperatur oberhalb 55^C raecb verringert 
wird, ^ehfc das &&tttmedium kein Calciuiaacetat enthfilt aber 
Ubri gen uftter den gleiehefc Bedingtmgen wie bei Eurve 1 gehaiten 
wi*db . 

ti$x> 5 zeigt den Ztisedmmenhang zwischen de* Aktivitat de* .lalkaii** 
scheri Protease und den pH-Wert, wenn das Reoktionsgetoisch 22 S tun- 
den auf 30^0 gehaiten wirdo Die Kurve 1 zeigt die Aktivitat. der 
Protease, wenn das Reaktionsgemisch Galcitimacetai in einer Menge 
von 5 x 1 0^ Moi enthait, und die Kurve 2 zeigt die Aktivitat 
der Protease, wenn das Reaktionegemisch kein Galciumacetat ent- 
halto Aus den Kjurveh 1 und 2 geht hervor, dafl die Protease be! 
einem pH-WeW ±m Bereich von 5,0 bis 1 1 f 0 stabil 1st . 

Die Aktivitat der alkalischen Protease der vorliegendiien Erfi^vuig 
wird dureh Schweiinetaliionenj wie ZoB* Hg- und Cu-Ionen ufcd ino^ 
befcondere dufrch OxydationSmi tt el ,. wie z»Bo Jod Oder Diisdp5N>pyl- 
f luorophosph&t (DEP) tond K^t of f Siinhibito* (potato^ibhi^itbr) 
beeintrachtigto Me Aktivitat der alkalischen Protease wiahd 3Moch 
nicht durch Reduktidnsmittel, tfie Cystein, Gheli erungeinit t el 
EDIAj ftbno 3 bdeBsigs&ure tind einem SH-Reagefcz beeiftti^chfcigto 

Die ErfiMung wird durch die folgendeSi Beispiele. eriautert* 

feaisnisl 1 ; ; 

Bacillus iich^iif ormis wurde in 11 eines waflfrigeh Kultiiiilmed 
(pH ^ 7,2) iiiubiert, welches 1 # aiuccose, 1 jt> Pepton, 0,1 J6. 
Hef eextrakt , 0* 2 % Natriumchlorid , 0,2 # Calciumchldridj 0 9 65 & 
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' w o ot « MagnesiumsxHfat und 0,001 * ^ Jewells 

KaliumphoBphat, 0,01 y> iiagn. w+ ^ e ,t Der fiaeillus licheni- 

T A«lvlt« Ton 1 .93° Eintaeitan J« ml aufwea. Baa Bfttu- 
D edlam «uxda a ^ ^ 6ine r au 80 * 

r«fl«T. eluem AnionenauBtauscbharz ) bepackt war,, jm ^ 

-elfiltrierungsverfahren unter Verwendung Sephades-75 
das .elfxltrie g ^ dimjh e in Ausrall^gBver- 

P^le ^sustelle*. Me gereinigte Please wux*e 
W gewdgen. E* warden 47 *g getroc*nete Protease «xt elner A*ti 
vitat von 4.110 Einlxeiten je mg erhalten. 



Tteiapiel 2 



Baoillna Xiahaaifomis varda 1> 1 1 einea Kultuxmediuua CpH = 
Ileren von anWetta*e» Sojaoobnankuohan -it aonar K«» ^ 
Z Bacillna iiahanttox^a a^rda 40 Stands long M. 35 0 ontar 

dia al*allao*> Protaaaa, die eina AktWitM von 4.400 -Mn- 

raltanTa ^ au^ea. Baa ^..^ »> - »*» 
^f!! bLpIoI » WbaBdal*. -obai 1 ,07 S dar gareinigtan Protaaaa 
"a adne ,oa 4.110 — 
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Patentapspruofa- g 

Verfahreit zur Herstellung; einer alkaliechen Protease, dadurch 
gekeimzeichnet, dafl man Bakterien, die zur Art Bacillus licheni— 
fonnis geIioren: r der die genannte alkalische Protease bilden kamij, 
auf herkSmml 11 e& en Kuliaxrmedien kultiviert^ wobei eich die ge- 
nannte alkaliscihe Protease im erhaltenen Kulturmediiim ansammelt* 
und daff man fcierair? die alkalieclie Protease aus dem Kulturmedium 
±n an sxch fcekannter Weise geralnn*«. 



0 0 98 « 7 7 1 7 30 



BEST AVAILABLE COPY 



-11- 1940488 
FIG.1 : _ 



■4- £= 
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